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論 文 内容 の 要 旨
【背 景 ・目的 】
Prenyltransferase(PT)とは、 直鎖状 プ レニル ニ リン酸 を合成 す る酵 素 の総称 で あ り、 この直鎖
状 プ レニル ニ リン酸 は各 種イ ソプ レノイ ド化合 物 の 前駆体 となっ てい る。様 々な鎖長 の直鎖 状 プ
レニル ニ リン酸 を合成 す るPTが 報 告 され て いるが 、ア リル性 ニ リン酸 へ のイ ソペ ンテ ニルニ リン
酸(IPP)の縮合 反応 時 に形成 され る二 重結合 の 立体化 学 に よ りtrans-typeとcis-typeに大 き く分
類 され てい る(図1)。trans-typeに関 しては 、生成 物 鎖長 制御機 構 に 関 して一定 の知 見が得 られ て
い るが、cis-typeに関 しては未 だ 明確 な知見 が得 られ て いな い。本研 究 は、このcis-typeのPT(cis-PT)
に関 して 、基質 特異性 と生成 物鎖 長制御 機構 の解 明 を 目的 と した もの で あ る。
【新 規cis-PTの遺伝 子 ク ロー ニ ング及 び機能解 析 】
cis-PTは、そ の生成 物鎖 長 に よ り3種 類 の グル ー プ に分類 され てい る。 これ まで の研 究 で は、
それ ぞれ の グル ー プ に特徴 的 なア ミノ酸残 基 に対 し変異導 入 を行 い 、そ の基質 特異 性及 び生 成物
鎖 長 の変化 か ら制御機 構 の解 明 が行 われ て きた。 しか しなが ら、 制御機 構 に重 要 なア ミノ酸 残 基
を見 出す には、機能 解 析 が行 われ たcis-PTの数 的 な不 足が問題 で あ った。 そ こで まず 、新 た に2
種類 のcis-PTを持っ3種 類 の細菌 よ り、6っ のcis-PTを単離 し、機能 解析 を行 った。 それぞ れ の
細菌 か ら単離 され た2種 類 のcis-PTのうち、一方 のeis-PTはShort-chaintypeに分類 され 、す べ て
ゲ ラニル ニ リン酸(GPP)を 唯 一 の 開始 基 質 と し、IPPを一 っ だ け縮 合 反 応 させ るcis-famesyl
diphosphatesynthase(cis-FPS)であった。 も う一 方 は、いず れ もMedium-chaintypeに分類 され る
cis-PTであった。 特 にThermobi:fidafuscaから単離 されたMedium-chaincis-PTはC60を中心 と した
生成物 を合 成 し、 これ まで細 菌 か ら単 離 され た いずれ のcis-PTよりも鎖長 の長 いC70までの生 成
物 を 合 成 して い た。 ま た これ らは 開 始 基 質 に対 す る特 異 性 が 低 い がZ,E-farnesyldiphosphate
(cis-FPP)を開始基 質 と した 場合 にIPPの取 り込み が最大 で あっ た こ とか らこれ らの 細菌 にお い
てはcis-FPSから供 給 され るcis-FPPがMedium-chaincis-PTの開始 基 質 とな ってい る と考 え られ る。
【Short-chaincis-PTの基質 特異性 及 び生 成物 鎖長 制御 機構 に関す る研 究 】
Short-chaintypeの場 合 、基質 特異性 及 び生 成物鎖 長制 御 が非 常 に厳 密 で ある こ とか ら、基 質結
合 部位 周辺 のア ミノ酸 残 基 が これ らに関与 してい るこ とが示 唆 され た。 そ こで分 子モ デ リン グ及
びマ ル チア ライ メン トか ら基 質 結合部位 周 辺 に存在 し、Short-chaintypeにおい て保存 され てい る
ア ミノ酸残 基 を特定 し、変異 導入 酵素 の機 能解析 か ら これ らに 関す る知見 を得 た。 開始基 質GPP
の ω 末端 近傍 に存在 す る と推 定 され るIle残基 とLeu残基 をそれ ぞれ側 鎖 の短い ア ミノ酸残 基 に
置 換 した場 合 、Ile変異体 では 生成物鎖 長 に 、Leu変異 体 では基 質特 異性 に大 きな変化 が生 じた。
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よってShort-chaintypeにお いて は 、GPP結合部 位 の周 辺 に位 置す るIle残基 が生 成物鎖 長 を、Leu
残 基 が基質 特異 性 を厳密 に制 御 してい る こ とが確 認 され た。 しか しなが ら、 これ らの ア ミノ酸残
基 に よっ て変異 導入 が行 われ たMedium-chaincis-PTは生成 物鎖 長 に大 きな変 化 は生 じなか っ た。
これ はShort-chaintypeにお い て生成 物鎖 長制御 機構 に重要 な ア ミノ酸残基 が 存在す る部位 の空 間
的広 さが、Medium-chaintypeとは大 き く異 なっ てお り、Medium-chaintypeでは よ りスペ ー スが人
きいた め に伸 長す る生 成物 をブ ロ ック しきれ なか った た めで ある と考 え られ る。
【X線結 晶構 造解 析 に よるZfusca由来Medium-chaincis-PTの生成 物 鎖長 制御機 構 に 関す る研
究 】
新規 に機 能解 析 が行 われ たTfusca由来Medium-chaincis-PTは最大 でC70の生成 物 を合成 してい
たが 、 同 じくMedium-chaintypeに分 類 され 、一 次配 列 的 に非 常 に相 同性 の高 いMycobacterium
tuberculosis由来Decaprenyldiphosphatesynthase(DecPS)はC40を中心 に最 大 で 5 の生成 物 を合
成 す る。 よって 両者 には一 次配 列 か らは観 察 され ない構 造 の違 いが存 在す る こ とが示唆 され 、生
成 物鎖 長 制御機 構 の解 明 には結 晶構 造解 析 に よ る構造 の決 定 とそ の構 造 の比較 が必 要 で ある と考
え られ た。Tfusca由来cis-PTの結晶 は170パ ター ンの 結晶化 スク リーニ ン グの結果 、2つ のパ タ
ー ンにおい て得 られ た(図2) 。 この結晶 を用 いて結 晶構 造解 析 を行 い、分 解能2.6Aの 回折 デ ー
タが得 られ 、分子 置換 法 に よ り位 相 決 定 を行 っ た。Apo型の結晶 は空 間群P212121であ り、非 対称
単位 にダイ マー が3分 子含 まれ てい た(図3)。 この構造 をす で に報 告 され てい るM.tuberculosis
DecPSの構 造 と比較 した ところ、構 造的 に大 き な違 い は ない が、Flexibleloopと呼 ばれ る部 位 の安
定性 に違 い が あ り、Tfuscacis-PTでは よ り不安 定な傾 向に あ るこ とが わか った。これ ま でFlexible
】oopは、非 常 に 自由度 が高 く、Apo型cis-PTの構 造解析 で は電子密 度 が観 察 され なか ったが 、基
質が 結合 した 構造 の場合 にはHelixが形成 した形 で観 察 され てい た こ とか ら、基質 結合 に重要 で
あ る と考 え られ て きた。 またApo型 の場 合 、生成 物 伸 長 が行 われ る疎 水性 ク レフ トを構成 す る
Helix3が柔 軟性 を持 ってお り、構 造 的に変 化す る ことが 知 られ て い る。 また生成 物 が結合 した場
合 には、この 部分 がLoop構造 とな り、Helix3が変化 して疎水性 ク レフ トが広 が る と推 定 され てい
る。Flexibleloopが疎 水性 ク レフ トを構 成す るHelix3の上 流 に存在 し、Helix3が柔軟性 を持 って
い るこ とな どを総合 的 に考 え る と、 このFlexibleloopの可変性 が生成 物鎖 長 制御 に重 要で あ る と
考 え られ る。
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論文審査結果 の要 旨
イ ソプ レノイ ド化合物 の生合成 において基本 的な炭 素骨格、直鎖状 プ レニル鎖 の合 成はプ
レニル トランス フェラーゼ(PT)と 総称 され る酵素 に よって触媒 され る。PTの 触媒す る反
応 はア リル性 プ レニル ニ リン酸 に炭素数5の イ ソプ レン単位 となるイ ソペ ンテニルニ リン酸
(IPP)を順次 縮重合 させ る ものであ るが、IPPの縮合反 応時 に形成 され る二重結合 の立体
化学 によ り トランス型 とシス型(cis-PT)に大 きく分類 され ている。 本研 究 はcis-PTの基質
特異性 と生成物鎖長制御機構 の解明 を 目的 とした ものであ る。
著者 は まず 、3種 類 の細菌 よ り、各種 の シス型 酵素(cis-PT)を単離 し、機 能解析 を行 っ
た。 各々の細菌か ら単離 され た2種 類のcis-PTのうち、一方は短 鎖型 に分類 され、すべて
ゲ ラニ ル ニ リ ン酸(GPP)を 開始 基 質 と し、IPPを1分 子 縮 合 させ るcis-farnesyl
diphosphatesynthaseであ っ た 。 他 方 は 、 い ず れ も 中 鎖 型cis-PTで あ っ た が 、
Thet7mobifidafuscaの酵 素はC6。を主生成 物 とし、従来 単離 され た細 菌由来のcis-PT中で
は最長 のC7。までの生成 物 を合成す る新規酵素 であった。
窺鎖型PTの 分子モデ リング及 びマル チア ライ メン トか ら基質 結合部位周辺 に存在す る保
存性ア ミノ酸残基 に注 目し、各種変異導入酵素 を作製 し、機 能解 析 を行 った。基質GPPの ω
末 端近傍 に存在す る11eとLeuを各 々側鎖の短い ア ミノ酸に置換 した場合、11e変異体 では
生成物鎖長 に、Leu変異体で は基質特異性 に大 きな変化が生 じた。 よって短鎖型酵素 にお い
ては、GPP結合部位近傍 のIle残 基が生成物鎖長 を、Leu残基が基質特異性 を厳密 に制御 し
てい るこ とが確認 された。
Zfusca由 来 の 中 鎖 型 酵 素 は 最 大 でC7。の 生 成 物 を合 成 す る が 、vaycohaoteTium
tuherculosis由来のDecaprenyldiphosphatesynthaseはC4。を中心 にC5。までの生成物 を
む
合成す る。 このcis-PTの結 晶化 を進 め、X線 結晶構造解析 を行 った結果 、分解能2.6Aの
回折 デー タが得 られ た。 分 子置換 法 に よ り位相 決定 を行 った結果 、Apo型の結 晶は空 間群
1[212121であ り、非対称単位 にダイマーが3分 子含 まれ る構造 を 雇tuhercu/osisDecPSの構
造 と比較 した ところ、Flexibleloopの安定性 に違 いが あ り、ZfuscaのcisLPTでは生成
物が結合 した場合 に この部分 がLoop構造 とな り、疎水性 ク レフ トが広 が る と推定 され る。
Flexibleloopが疎水性 ク レフ トを構成す るHelix3の上流 に位置 し、Helix3が柔軟性 を持
ってい ることな どを総合的 に考 え、 このFlexibleloopの可変性 が生成 物鎖長制御 に重要 で
あ ることが明 らか となった。
本研 究は著者 が 自立 して研 究活動 を行 うに必要 な高度の研 究能力 と学識 を有 す ることを示
してい る。 した がって、安保 貴永提出の論文 は、博 士(生 命 科学)の 博士論文 と して合 格 と
認 める。
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